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A caquexia associada ao cancro é uma síndrome multifatorial que representa 
um grande desafio em oncologia clínica. Esta síndrome é caracterizada por uma 
perda de peso significativa, principalmente devido ao catabolismo acentuado na 
massa muscular esquelética e, por isso, tem um impacto negativo na qualidade 
de vida, na tolerância à terapêutica e no tempo de sobrevivência dos pacientes. 
A disfunção mitocondrial tem sido sugerida como um evento precoce associado 
à atrofia muscular induzida pelo cancro. Mais especificamente, o 
comprometimento do turnover mitocondrial (biogénese, dinâmica e mitofagia), a 
diminuição da síntese de ATP, aumento do stresse oxidativo e um aumento da 
suscetibilidade à apoptose parecem mediar a disfunção contrátil e o catabolismo 
muscular subjacentes à caquexia associada ao cancro. O exercício físico tem 
vindo a ser estudado como uma abordagem terapêutica, devido aos seus efeitos 
potencialmente benéficos advindos da adaptação mitocondrial e muscular na 
caquexia associada ao cancro. 
No sentido de averiguar o efeito do cancro e do exercício físico terapêutico na 
adaptação muscular esquelética, foi usado um modelo animal de carcinoma 
urotelial induzido por exposição a BBN e submetido a 13 semanas de corrida 
em tapete rolante após o diagnóstico. Constatou-se um decréscimo do peso 
corporal nos animais expostos a BBN, indicativo de caquexia. Paralelamente, 
ocorreu uma diminuiçao da área da secção transversal do músculo 
gastrocnemius e aumento de fibrose intersticial, sugestivos de um perfil 
inflamatório generalizado e catabolismo muscular, atenuados com a prática de 
exercício físico. Para além disso, o carcinoma urotelial promoveu a disfunção 
mitocondrial ao nível do sistema de fosforilação oxidativa, diminuindo a 
expressão de subunidades dos complexos I e II da OXPHOS e a capacidade de 
síntese de ATP. Verificou-se de igual modo um comprometimento da biogénese 
mitocondrial, traduzida por uma redução nos níveis de PGC-1α e Tfam, sem 
impacto na (auto)mitofagia. O exercício físico realizado após o diagnóstico 
promoveu o restabelecimento da síntese de ATP e da expressão de 
subunidades dos complexos I e II da OXPHOS, para além de aumentar os 
marcadores da biogénese mitocondrial (incluindo a Sirt3), assim como da 
mitofagia (com envolvimento da Bnip3). 
Os resultados obtidos indicam que a prática de exercício físico após o 
diagnóstico promove uma remodelação benéfica ao nível do músculo 
gastrocnemius por regular a plasticidade mitocondrial nos animais com caquexia 
associada ao cancro. Deste modo, evidências obtidas no presente estudo 




































































































Cancer cachexia is a multifactorial syndrome that presents a great challenge in 
clinical oncology. This syndrome is characterized by significant weight loss, 
mainly due to severe skeletal muscle wasting, which has a negative impact on 
quality of life, tolerance to treatment and life expectancy of patients. 
Mitochondrial dysfunction has been suggested as an early event associated with 
cancer induced muscle atrophy. Specifically, impaired mitochondrial turnover 
(biogenesis, dynamics and mitophagy), reduced ATP synthesis, higher levels of 
oxidative stress and higher susceptibility to apoptosis seem to compromise 
muscle contraction and promote catabolism associated with cancer cachexia. 
Recently, exercise training has been studied as a therapeutic approach due to 
its potentially beneficial effects in mitochondrial and muscle adaptation in cancer 
cachexia. 
In order to determine the impact of cancer and exercise training in skeletal 
muscle adaptation, an animal model of bladder cancer induced by exposure to 
BBN was submitted to 13 weeks of treadmill running after the establishment of 
the disease. Bladder cancer alone promoted a decrease in total body weight, 
suggesting the presence of cachexia. At the same time, a reduction in the cross 
sectional area of gastrocnemius muscle and an increase in interstitial fibrosis 
were noticed, suggesting an inflammatory profile and catabolism, which were 
attenuated by exercise training. Moreover, bladder cancer compromised 
oxidative phosphorylation in muscle mitochondria, reducing the levels of complex 
I and II OXPHOS subunits and causing impaired ATP synthesis. Mitochondrial 
biogenesis was reduced, evidenced by lower levels of PGC-1α and Tfam, without 
impact in (auto)mitophagy. Exercise training promoted the reestablishment of 
ATP synthesis and the expression of complex I and II OXPHOS subunits, as well 
as an increase in mitochondrial biogenesis markers (including Sirt3) and 
mitophagy (through Bnip3). 
Present data highlight the beneficial effects of endurance exercise on cancer 
cachexia-related muscle remodeling through the regulation of mitochondrial 
plasticity. As such, our data support the recommendation of physical activity to 
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NF-κB Fator nuclear-kappa B 
NRF1 Fator de respiração nuclear 1 
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PIF Fator de indução de proteólise 
PINK1 PTEN-induced putative kinase 1 
ROS Espécies reativas de oxigénio 
SIDA Síndrome da imunodeficiência adquirida 
Sirt3 Sirtuína mitocondrial 3 
SS Mitocôndrias subsarcolemais 
TBS-T Tampão Tris-salino-Tween 
Tfam Fator de transcrição mitocondrial A 
TG Triglicerídeos 
TNF-α Fator de necrose tumoral-α 










A caquexia é uma síndrome multifatorial que constitui um dos aspetos mais 
debilitantes e potencialmente fatais frequentemente associada a estadios terminais de 
doença, afetando cerca de nove milhões de pacientes em todo o mundo (1). Caracteriza-se  
por perda de peso excessiva e involuntária, anorexia e baixa resposta hormonal (ex.: 
resistência à insulina) (2). É também responsável por uma resposta inflamatória crónica que 
envolve citocinas pro-inflamatórias e fatores pro-caquéticos, que desregulam as vias de 
síntese/degradação proteica musculares, conduzindo a um estado altamente catabólico (3,4). 
Esta síndrome está normalmente associada a diversas doenças crónicas e malignas, incluindo 
cancro, doença pulmonar obstrutiva crónica, doenças cardiovasculares, diabetes mellitus, 
artrite reumatóide e síndrome da imunodeficiência adquirida (SIDA) (5,6). A caquexia 
associada ao cancro contribui para um mau prognóstico através da perda progressiva de 
energia corporal e de reservas proteicas. Caracteriza-se por um estado altamente catabólico 
do músculo esquelético, que se encontra atrofiado, devido a desregulações no balanço 
síntese/degradação proteica, o que origina perda de peso excessiva no paciente (7). A 
natureza complexa e multifatorial desta síndrome dificulta a aplicação de um tratamento 
eficaz, resultando em estratégias que podem variar com a severidade da doença (8). 
A resposta do músculo esquelético a estímulos externos tais como inflamação, 
hormonas e contração é dependente de vias sinalizadoras que envolvem vários organelos 
celulares. O músculo esquelético depende do metabolismo oxidativo para assegurar o seu 
funcionamento normal. Como todas as vias de sinalização subjacentes ao controlo da massa 
muscular são dependentes de ATP, qualquer alteração na homeostasia mitocondrial tem 
impacto na função muscular (2,9,10). Para além da produção de ATP, a mitocôndria é crucial 
na regulação da apoptose, mitofagia, biogénese mitocondrial e turnover proteico. A 
disfunção mitocondrial é uma característica proeminente em várias condições de atrofia 
muscular, razão pela qual o seu envolvimento no controlo da massa muscular esquelética 
tem recebido grande atenção pela comunidade científica nos últimos anos (11,12). 
As mitocôndrias são negativamente afetadas pela caquexia associada ao cancro, 
levando à incapacidade de se adaptarem a elevados níveis de stresse oxidativo e 
consequentemente contribuem para a perda de massa e função muscular (ver Figura 1). A 
inflamação sistémica generalizada e inatividade física inerentes em pacientes com caquexia 
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associada ao cancro contribuem para a disfunção mitocondrial. Os níveis sistémicos de 
interleucina-6 (IL-6), fator de necrose tumoral-α (TNF-α), indutor fraco da apoptose 
relacionado com o TNF (TWEAK) e miostatina aumentam durante a progressão da caquexia, 
resultando na ativação de vias sinalizadoras para a degradação proteica, moduladas por fator 
nuclear-kappa B (NF-κB) e forkhead box O transcription factors (FoxO), assim como na 
geração de espécies reativas de oxigénio (ROS) (8). Durante a progressão da caquexia 
associada ao cancro ocorre diminuição das vias de síntese proteica como Akt-mTOR e/ou 
diminuição da expressão de fatores relacionados com a biogénese mitocondrial, tais como 
peroxisome proliferator-activated receptor-γ coactivator-1α (PGC-1α). Existe portanto um 
desequilíbrio entre a síntese/degradação proteica no músculo esquelético (13,14). 
A disfunção mitocondrial e consequente redução do número de mitocôndrias e 
expressão de factores envolvidos na biogénese mitocondrial têm sido considerados como 
potentes indutores da perda de massa muscular (15). As vias de sinalização celulares 
responsáveis pela regulação do turnover mitocondrial encontram-se desreguladas durante a 
caquexia associada ao cancro, resultando numa diminuição da remoção de organelos 
danificados na célula e, consequentemente, sua acumulação na fibra muscular. Quando o 
sistema de controlo de qualidade mitocondrial (sistema antioxidante, chaperonas, proteases 
e turnover mitocondrial) está comprometido e não é restabelecido, a apoptose é ativada e 
leva à perda de massa muscular, contribuindo para o catabolismo muscular (16). No entanto, 
apesar de décadas de investigação, os mecanismos moleculares pela qual a perda de massa 
muscular se desenvolve no cancro não permanecem totalmente esclarecidos. Neste sentido, 
a compreensão dos mecanismos moleculares que regulam a plasticidade mitocondrial 
durante a caquexia associada ao cancro tornam-se fulcrais para o desenvolvimento de 
terapias eficazes. Recentemente, o exercício físico tem vindo a ser estudado como possível 
abordagem terapêutica, devido aos seus efeitos potencialmente benéficos advindos da 





Figura 1: Visão geral dos fenómenos celulares que conduzem à caquexia. O exercício físico atenua 
o ciclo vicioso disfunção mitocondrial-produção de ROS e induz benefícios que melhoram o estado 
físico do paciente oncológico (21). 
 
O exercício físico tem sido sugerido como uma estratégia terapêutica capaz de 
contrariar as alterações relacionadas com a disfunção mitocondrial e a perda de massa 
muscular esquelética associada à caquexia. A prática de exercício físico está associada ao 
restabelecimento do turnover mitocondrial através da regulação de mecanismos de mitofagia 
e biogénese mitocondrial, promovendo uma pool de mitocôndrias funcionais e, 
consequentemente, preservação da massa muscular (21,22). A PGC-1α, que regula processos 
relacionados com a biogénese mitocondrial através da indução da transcrição de genes como 
fator de transcrição mitocondrial A (Tfam) e fatores de respiração nuclear 1 e 2 (NRF-1 e 
NRF-2) contribuem para esta manutenção muscular (8). Existem evidências que apontam 
um decréscimo na expressão de PGC-1α em quadros clínicos de caquexia (15,23), no entanto 
a prática de exercício físico parece ter um papel protetor contra a atrofia muscular através da 
modulação de PGC-1α (24). O exercício também tem sido apontado como modulador da 
dinâmica mitocondrial, contribuindo para a adaptação das mitocôndrias ao ambiente em que 
se encontram, favorecendo os processos de fissão mitocondrial e atenuando os processos de 
fusão (25). No entanto, a magnitude destas adaptações induzidas pela prática de exercício 
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físico na caquexia associada ao cancro apenas começam a ser estudadas (20,22,26–29). 
Baseado nestas observações, é necessária uma melhor compreensão das vias moleculares 
moduladas pelo cancro e/ou atividade física de forma a justificar a recomendação da prática 































II. Revisão da literatura 
 
1. Caquexia associada ao cancro 
 
A caquexia é um termo que deriva do grego “kakos” e “hexis”, significando “má 
condição” (12). É uma síndrome complexa e multifatorial, caracterizada pela perda de peso 
involuntária e excessiva, igual ou superior a 5% num período inferior ou igual a 12 meses 
(30). Esta perda de massa muscular advém da depleção de tecido muscular esquelético e das 
reservas de tecido adiposo, manifestando-se por anorexia, perda e atrofia muscular, astenia, 
anemia, resistência à insulina e ainda por alterações metabólicas e comprometimento da 
função imunológica (31,32). É caracterizada também pela incapacidade de recuperar o peso 
perdido através de apoio nutricional suplementar (33). Esta condição patológica apresenta 
uma elevada incidência nos doentes com cancro em estadios avançados, afetando cerca de 
50% dos pacientes oncológicos (2,34), e é responsável por aproximadamente 30% das 
mortes associadas (35). A incidência da caquexia está relacionada com o tipo de cancro, 
sendo muito elevada no cancro da cabeça-pescoço (57%), pancreático (54%), pulmão (36%) 
e colon-retal (28%) (35,36), manifestando-se também no cancro da mama (37) e no 
carcinoma urotelial (38). 
O grau de caquexia é inversamente correlacionado com o tempo de sobrevida dos 
doentes e está associado à intolerância a terapias e baixa qualidade de vida, reduzindo 
drasticamente a autonomia dos doentes (39). A falta de um sistema de classificação 
implementado na clínica para o estadiamento da caquexia constitui um obstáculo para o 
diagnóstico e tratamento eficazes desta síndrome. Neste sentido, tendo em consideração a 
complexidade da caquexia associada ao cancro, foi proposto um critério de classificação que 
prevê 4 estadios – ligeira, moderada, severa e terminal – que permitem avaliar o grau de 
caquexia e prever a abordagem terapêutica mais adequada (30). Este sistema de classificação 
tem em consideração parâmetros tais como a perda de peso corporal e a composição da 
massa corporal, distúrbios metabólicos/inflamatórios, imunossupressão, performance física, 
anorexia e qualidade de vida. A diferenciação do estadio de caquexia é feita tendo em 
consideração as classificações obtidas em questionários pré-estabelecidos que avaliam os 
parâmetros referidos. Os dados são incorporados numa escala final denominada Cachexia 
Score (CASCO), sendo que o grau de severidade é tanto maior quanto mais elevada for a 
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classificação, que pode variar entre 0 a 100. Sucintamente, numa fase inicial da doença os 
pacientes apresentam uma perda de peso pouco acentuada (inferior a 5%), no entanto com a 
progressão da mesma para estadios mais avançados ocorre um aumento do catabolismo 
muscular esquelético, depleção de reservas energéticas (tecido adiposo) e imunossupressão, 
podendo resultar na morte do doente, que ocorre num estadio terminal (39). 
A patogénese relacionada com a perda de massa muscular que ocorre na caquexia 
associada ao cancro ainda permanece pouco clara. No entanto, várias evidências sugerem 
um comprometimento das vias de sinalização que regulam a síntese e a degradação de 
proteínas no músculo esquelético, acompanhado de perda da capacidade oxidativa do 
músculo (9,12,40). Atualmente, não existe um tratamento efetivo para a caquexia associada 
ao cancro, sendo necessário mais investigação nesta área no sentido de desvendar os 
mecanismos subjacentes e desenvolver estratégias terapêuticas (4). 
 
 
1.1 Alterações no músculo esquelético subjacentes à caquexia 
associada ao cancro 
 
O músculo esquelético contribui em cerca de 40% para a massa corporal e é 
conhecido pela sua atividade metabólica elevada (41). É um órgão altamente dinâmico que 
pode alterar as suas características fenotípicas, proporcionando uma melhor adaptação 
funcional em resposta a estímulos externos (42). O controlo da sua massa tem um papel 
fundamental na manutenção da condição física do indivíduo, incluindo regulação do 
metabolismo e controlo do sistema imunitário, além de assegurar funções básicas como a 
geração de força, locomoção e capacidade de respiração (14). 
 O músculo esquelético humano é um órgão extremamente heterogéneo, composto 
por uma grande variedade de tipos de fibras que diferem no que diz respeito ao seu tamanho, 
tipo de metabolismo que apresentam (glicolítico ou oxidativo) e função contrátil (14). 
Apesar de existirem múltiplos níveis de distinção entre as fibras musculares, o sistema de 
classificação mais ubíquo recorre ao tipo de isoforma da cadeia de miosina pesada que está 
presente (MHC) (43). Desta forma, as fibras musculares podem ser divididas em dois 
grandes grupos: Tipo I, habitualmente designadas por fibras de contração lenta, e Tipo II, 
frequentemente chamadas de fibras de contração rápida. Estas últimas podem ser ainda 
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divididas em 3 sub-grupos, Tipo IIa, Tipo IId/x e Tipo IIb. As fibras Tipo I possuem um 
maior número de mitocôndrias e usam preferencialmente a fosforilação oxidativa para 
obtenção de energia, sendo estas fibras mais resistentes à fadiga e ao esforço prolongado 
(14). Em contraste, as fibras Tipo II são menos resistentes à fadiga e são responsáveis pela 
execução de movimentos de curta duração. Dentro deste grupo as fibras Tipo IIb são 
predominantemente glicolíticas e as Tipo IIa são preferencialmente oxidativas, embora o 
tipo de metabolismo presente seja flexível consoante as condições a que o músculo se 
encontra submetido numa dada altura. A composição do músculo em relação aos diferentes 
tipos de fibras depende da sua função (43). Músculos como, por exemplo, o músculo soleus, 
possuem maior proporção de fibras de contração lenta (Tipo I), oxidativas e resistentes à 
fadiga. Este tipo de músculo é capaz de gerar todo o ATP que necessita através de processos 
oxidativos, daí o seu elevado número de mitocôndrias. A sua taxa de consumo de ATP não 
é tão elevada quando comparada com músculos de contração rápida, o que lhe permite 
manter uma atividade contrátil durante mais tempo sem sinais de fadiga. Por outro lado, 
músculos como, por exemplo, os bíceps, possuem maior quantidade de fibras de contração 
rápida (Tipo IIb), dependentes de processos glicolíticos para gerar ATP de forma rápida, o 
que acaba por limitar a duração da sua atividade contrátil (44,45). Por sua vez, o músculo 
gastrocnemius apresenta heterogeneidade quanto aos tipos de fibra que possui, sendo 
constituído em mais de 50% por fibras Tipo IId/x e 15-21% em fibras Tipo I (46). 
Em modelos animais de caquexia associada ao cancro verifica-se perda de massa 
muscular tanto ao nível das fibras oxidativas como também ao nível das fibras glicolíticas 
(47), embora tenha sido sugerido uma maior degeneração das fibras Tipo II em quadros de 
caquexia (48). Uma diminuição da área da secção transversal das fibras tem sido observada 
tanto nas fibras musculares oxidativas como nas glicolíticas em condições de caquexia 
associada ao cancro (47,49). A avaliação morfológica do músculo esquelético revelou várias 
alterações estruturais tais como diminuição do tamanho das fibras musculares e perda de 
MHC (47,49). Estas alterações foram acompanhadas por profundas alterações no citoplasma 
tais como diminuição do número e da integridade das mitocôndrias, assim como da 
expressão de proteínas associadas à fosforilação oxidativa (41), resultando numa diminuição 
da capacidade oxidativa do músculo esquelético (10). Várias evidências sugerem um 




Em condições de homeostasia, a massa muscular é mantida através do equilíbrio 
entre as vias de síntese e de degradação de proteínas (42,51). Alterações neste equilíbrio 
podem resultar na hipertrofia do músculo (aumento da síntese e diminuição da degradação) 
ou perda da massa muscular (diminuição da síntese e aumento da degradação). A perda da 
massa muscular esquelética é um fator importante na progressão da caquexia. Em resposta 
a mediadores secretados pelo tumor e/ou pelo hospedeiro, ocorre um desequilíbrio entre as 
vias de síntese/degradação, com consequente diminuição do conteúdo proteico muscular, do 
diâmetro das fibras, bem como da capacidade de produção de energia, culminando na perda 
de massa muscular (13,42,52). 
 
 
1.1.1 Mediadores envolvidos no controlo da massa muscular 
 
Os mecanismos responsáveis pela perda de massa muscular esquelética na caquexia 
associada ao cancro são multifatoriais. Evidências sugerem que a regulação da massa 
muscular esquelética é dependente de uma rede complexa de vias de sinalização que se 
interligam e trabalham em conjunto (8,13). Hormonas, citocinas pro-inflamatórias e fatores 
pro-caquéticos, produzidos pelo hospedeiro em resposta ao crescimento do tumor ou 
secretados pelas próprias células tumorais, são mediadores da perda de massa muscular, 
induzindo uma desregulação no balanço entre a síntese e a degradação de proteínas nas fibras 
musculares (9,53). No entanto, o envolvimento e regulação destas vias de sinalização na 
patogénese da caquexia associada ao cancro permanecem ainda pouco esclarecidos e têm 
sido alvo de estudos recentes (14,52,54,55). 
A inflamação sistémica tem sido reconhecida como uma característica da caquexia 
associada ao cancro em que estão envolvidas várias citocinas circulantes e fatores pro-
caquéticos que induzem uma resposta de fase aguda, anomalias na síntese e degradação 
proteicas, assim como disfunção no metabolismo de aminoácidos, diminuição da 
regeneração do tecido muscular e ativação da apoptose (2). Esta resposta inflamatória é 
mediada a nível molecular pelo TNF-α, IL-1, IL-6, interferão-γ (IFN-γ), fator de indução de 
proteólise (PIF), miostatina e TWEAK, entre outros, promovendo o desenvolvimento do 
fenótipo caquético no músculo esquelético (2,17,56,57). Estes fatores atuam de forma 
sinergética uma vez que o TNF-α induz a secreção de IL-1 e esta, por sua vez, estimula a 
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expressão de uma série de citocinas incluindo a IL-6, desencadeando uma cascata de eventos 
que culminam na síntese hepática de fase aguda, maioritariamente a proteína C-reativa 
(PCR) (4,58). O fator TNF-α é frequentemente detetado em amostras de tumor e a sua 
presença tem sido associada a um mau prognóstico, baixa resposta hormonal e 
caquexia/astenia (4). Adicionalmente, o aumento dos níveis séricos de TNF-α e IL-6 tem 
sido detetado em doentes que apresentam estadios avançados de doença (58,59). A expressão 
de IL-6 quando induzida pelo tumor parece estar associada à perda de peso e mau 
prognóstico em doentes oncológicos. Ao nível das fibras musculares esta citocina interage 
com o seu recetor (IL6R), promovendo um aumento da proteólise muscular. O bloqueio da 
atividade desta citocina reverte alguns sintomas da caquexia, em particular a perda de peso 
(60). 
Várias evidências têm sugerido que a caquexia é também mediada por fatores 
circulantes produzidos pelo tumor, os quais podem atuar de forma autócrina ou parácrina 
(como por exemplo ao nível dos fibroblastos e células endoteliais) para promover um 
ambiente favorável à proliferação do tumor e à caquexia (2). O PIF, por exemplo, é um 
proteoglicano que promove um aumento do catabolismo no músculo esquelético através da 
via ubiquitina-proteassoma, envolvida na degradação de proteínas miofibrilares (61). Para 
além de induzir a proteólise, PIF tem também capacidade indutora de apoptose celular 
através da ativação de caspases. O fator PIF tem sido detetado na urina de pacientes com 
carcinoma do pâncreas, mama, ovários, pulmão, cólon e reto (62). 
 
 
1.1.2 Vias de sinalização reguladoras da massa muscular esquelética 
 
 Diversas vias de sinalização intracelulares estão envolvidas na regulação das 
miofibrilas e na performance do músculo esquelético. A massa do músculo esquelético é 
regulada por uma série de processos: adição de mionúcleos às miofibrilas, apoptose de 
mionúcleos, síntese de proteínas musculares e proteólise muscular (63). O catabolismo 
muscular esquelético está associado ao comprometimento das diferentes vias de sinalização, 
resultando num aumento da degradação proteica (11,12,54). Na Figura 2 estão representadas 
as principais vias de sinalização envolvidas no controlo de massa muscular. A diminuição 
da síntese de proteínas pode resultar, pelo menos em parte, de alterações na ativação das vias 
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de sinalização Akt-mTOR e miostatina/activina. Por outro lado, a perda de massa muscular 
é multifatorial e parece resultar da ação de diversas vias proteolíticas que incluem a via 
ubiquitina-proteassoma, via das calpaínas e via lisossomal (14,42,52). 
 
 
Figura 2: Principais vias de regulação da massa muscular esquelética. A IGF-1 ativa a via Akt-
mTOR, responsável pela síntese de proteínas e inibição da sua degradação. TNF-α e TWEAK 
estimulam a translocação de NF-κB para o núcleo, induzindo um efeito proteolítico. Por sua vez, a 
miostatina e a activina inibem a diferenciação e função musculares através da indução da transcrição 
de atrogenes (adaptado de (64)). 
Figura elaborada com base no Servier Medical Art (http://www.servier.com/Powerpoint-image-bank). 
 
Um dos estímulos mais estudados no controlo da massa muscular é desencadeado 
pela insulin-like growth factor-1 (IGF-1) (54). Como se pode observar na Figura 2, a IGF-1 
regula o balanço síntese-degradação da massa muscular por duas vias distintas, dependendo 
do estado de fosforilação da molécula de Akt: a via Akt-mTOR, que controla a síntese 
proteica, e a via FoxO, responsável pela degradação (14). A miostatina é um regulador 
negativo do desenvolvimento do músculo esquelético. A diminuição da expressão de 
miostatina induz crescimento e desenvolvimento muscular, no entanto o  aumento da sua 
11 
 
expressão induz atrofia muscular (52). O fator TNF-α estimula a translocação do fator de 
transcrição NF-κB para o núcleo, provocando aumento da expressão de genes responsáveis 
pela degradação proteica tais como atrogina-1 e muscle ring finger-1 (MuRF-1) (9,13). Para 
além disso, TNF-α atua em conjunto com IL-1 no bloqueio do processo de diferenciação dos 
mioblastos (células precursoras de fibras musculares) através da inibição da via Akt-mTOR 
(65,66). No entanto, o mecanismo de ação de TNF-α ainda não se encontra completamente 




2. Plasticidade mitocondrial do músculo esquelético na caquexia 
associada ao cancro 
 
As mitocôndrias são organelos vitais para o bom funcionamento do músculo 
esquelético, englobando cerca de 4-7% do volume deste órgão (67) e constituindo uma 
importante fonte energética para a contração muscular (12,68). Além disso, têm um papel 
central em muitos outros processos celulares fundamentais, tais como a síntese de 
metabolitos, a regulação do sistema de controlo de qualidade proteica (chaperonas e 
proteases), a apoptose e o stresse oxidativo. Pelo papel que desempenha na produção de 
ATP, o músculo esquelético é muito dependente da funcionalidade mitocondrial (41). Por 
isso, não é surpreendente que qualquer alteração na homeostasia mitocondrial tenha impacto 
na função e organização do músculo esquelético. No sentido de satisfazer as necessidades 
energéticas dos tecidos, as mitocôndrias exibem uma elevada plasticidade, reagindo quando 
desafiadas por estímulos fisiológicos e patológicos. Assim, a plasticidade mitocondrial é 
definida como alterações na atividade mitocondrial, no conteúdo e capacidade oxidativa 
devido a alterações metabólicas, induzidas por várias condições patofisiológicas (como por 
exemplo, envelhecimento e cancro) (69,70). 
O músculo esquelético apresenta duas subpopulações mitocondriais distintas que co-
existem numa rede dinâmica, mas que diferem de acordo com a localização subcelular, 
propriedades morfológicas, bioquímicas e funcionais. As mitocôndrias subsarcolemais (SS) 
encontram-se localizadas abaixo do sarcolema, têm forma lamelar e grandes dimensões. Já 
as mitocôndrias intermiofibrilares (IMF) são mais pequenas e redondas e localizam-se entre 
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os filamentos contrácteis (41,71). As IMF apresentam maior atividade da cadeia respiratória 
e fornecem a maioria do ATP para a contração muscular. As SS apresentam maior turnover 
proteico em situações atrofia muscular (68). Em termos de quantidade, as SS representam 
cerca de 20% das mitocôndrias do músculo esquelético enquanto que as IMF representam 
as restantes 80% (41). Estas propriedades divergentes parecem indicar que estas duas 
populações mitocondriais estão diferentemente envolvidas na patogénese da caquexia 
associada ao cancro. No entanto, não existem dados que permitam avaliar a diferente 
suscetibilidade das populações de mitocôndrias do músculo esquelético à caquexia associada 
ao cancro (18). 
A progressão da caquexia associada ao cancro está intimamente ligada à disfunção 
mitocondrial. Vários estudos, utilizando diferentes abordagens, têm demonstrado alterações 
nos mecanismos moleculares subjacentes à disfunção mitocondrial do músculo esquelético 
durante a caquexia associada ao cancro (10,15,17,38,72–78) (ver Figura 3). 
Independentemente da heterogeneidade dos modelos animais usados para estudar a caquexia 
associada ao cancro (tipo, local e tamanho do tumor) tem sido consistentemente descrita uma 
perda da capacidade oxidativa muscular (11,38,79). Várias evidências no músculo 
esquelético em humanos e em modelos animais de caquexia associada ao cancro revelaram 
uma diminuição do conteúdo mitocondrial, mitocôndrias com morfologia alterada, 
diminuição da atividade das enzimas do ciclo de Krebs, do consumo de O2, da síntese de 





Figura 3: Visão geral das alterações moleculares subjacentes à disfunção mitocondrial do músculo 
esquelético durante a caquexia associada ao cancro (10,15,17,38,72–78). 
 
O sistema de controlo de qualidade proteico mitocondrial é crucial para a 
funcionalidade do músculo esquelético, uma vez que este órgão possui uma baixa taxa de 
regeneração. Este controlo é realizado através da coordenação de uma rede complexa de 
processos celulares e permite manter a homeostasia mitocondrial (23). Assim, a integridade 
da estrutura e funcionalidade mitocondrial depende da eficiência dos processos de controlo 
de homeostasia mitocondrial, incluindo sistema antioxidante mitocondrial, sistema de 
controlo de qualidade proteico mitocondrial e turnover mitocondrial (biogénese, mitofagia). 
A primeira linha de defesa provém do sistema antioxidante mitocondrial que atua no sentido 
de prevenir danos oxidativos nas mitocôndrias (80). Para além disso, a mitocôndria possui 
um sistema de controlo de qualidade proteica interno que permite eliminar/reparar as 
proteínas danificadas e que é constituído por chaperonas (Hsp60, Hsp70, Hsp78, entre 
outras), que atuam ao nível da matriz mitocondrial, e proteases (Lon, i-AAA e m-AAA 
proteases), que atuam ao nível da matriz e membrana interna mitocondriais (81). Além disso, 
o turnover mitocondrial tem um papel vital, removendo as mitocôndrias disfuncionais 
através da (auto)mitofagia e sintetizando de novo mitocôndrias (biogénese). Por isso, o 
comprometimento deste sistema de controlo de qualidade proteico mitocondrial resulta 
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numa acumulação de mitocôndrias disfuncionais capazes de produzir mais ROS, diminuir a 
produção de ATP, ativar a apoptose e necrose e/ou libertar componentes mitocondriais 
(mtHsp60, mtDNA modificado) para o citosol e desencadear a inflamação (16), como 
representado na Figura 4. Devido às suas responsabilidades vitais, o comprometimento dos 
processos de controlo mitocondrial tem sido sugerido como um mecanismo que contribui 
para a perda de massa muscular associada a várias condições de atrofia muscular (80). 
 
 
Figura 4: Mecanismos moleculares subjacentes à disfunção mitocondrial do músculo esquelético 
que podem estar associados à regulação da perda de massa muscular subjacente à caquexia. A 
progressão da caquexia associada ao cancro está associada à disfunção dos processos de controlo de 
qualidade mitocondriais (ex. fusão, dinâmica, fissão), o que conduz à acumulação de mitocôndrias 
disfuncionais. Estas podem apresentar morfologia anormal, diâmetros exacerbados ou tamanhos 
mais reduzidos, acompanhado de baixa eficiência energética. Este quadro resulta de stresse 
energético, produção e acumulação de ROS, cálcio e fatores pro-apoptóticos. Várias vias catabólicas 
são ativadas em resposta a estes estímulos, resultando em atrofia muscular generalizada (adaptado 
de (8,80)). 
Figura elaborada com base no Servier Medical Art (http://www.servier.com/Powerpoint-image-bank). 
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O comprometimento do controlo da qualidade proteica mitocondrial pode levar à 
acumulação de mitocôndrias disfuncionais, com diâmetros exacerbados, morfologia alterada 
e baixa capacidade bioenergética (80). As mitocôndrias disfuncionais promovem o stresse 
oxidativo, aumentando a produção de ROS e, consequentemente, amplificando os danos 
mitocondriais. Posteriormente, são ativadas as vias de sinalização da apoptose e da proteólise 
levando à atrofia do músculo esquelético e, consequentemente, ao comprometimento do 
metabolismo oxidativo do músculo (23). O possível impacto da diminuição de ATP em favor 
do turnover proteico é refletido pela concomitante diminuição da capacidade bioenergética 
de todo o músculo e aumento do catabolismo proteico, contribuindo para a atrofia muscular 
generalizada (72), como é ilustrado na Figura 4. 
 
 
2.1 Contribuição da biogénese e mitofagia para a caquexia associada 
ao cancro 
 
As mitocôndrias das miofibrilas estão sujeitas a processos de regulação que permitem 
a adaptação a um ambiente celular em constante mudança. Estes processos incluem a fusão, 
fissão e turnover mitocondriais (balanço entre biogénese e mitofagia) e são essenciais para 
o controlo de qualidade mitocondrial e manutenção da homeostasia celular (82). Distúrbios 
em qualquer um destes processos têm impacto no metabolismo do músculo esquelético. O 
fenótipo do músculo esquelético na caquexia associada ao cancro é caracterizado por uma 
redução do número de mitocôndrias (23,38), uma diminuição da expressão de fatores 
envolvidos na biogénese e aumento da mitofagia (23). 
A biogénese mitocondrial é controlada por uma família de co-ativadores que incluem 
a PGC-1α e PGC-1β (41). A PGC-1α interage diretamente com fatores de transcrição que 
controlam o processo de biogénese e regulam a utilização de substratos para a produção 
energética, estimulando a β-oxidação de ácidos gordos, ciclo de Krebs e fosforilação 
oxidativa (83). O controlo transcricional da PGC-1α envolve proteínas mitocondriais, Tfam, 
NRF-1 e NRF-2. O Tfam tem um papel central na indução e regulação dos processos 
transcricionais do genoma mitocondrial (84). O NRF-1, para além de controlar processos de 
transcrição mitocondrial, regula a biossíntese do grupo heme, a biossíntese e importação  
proteica e agrupamento das subunidades ribossomais (85,86). Por sua vez, NRF-2 está 
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envolvido na transcrição de citocromo c oxidase, o complexo IV da cadeia respiratória (85). 
Uma diminuição da expressão da PGC-1α, indicativo de diminuição da biogénese, tem sido 
observada no músculo esquelético de animais com caquexia associada ao cancro (15,23). O 
comprometimento da sinalização mediada por PGC-1α também influencia o metabolismo 
proteico. Ao nível do músculo esquelético, PGC-1α atenua a proteólise muscular através da 
via ubiquitina-proteassoma ao bloquear a atividade dos fatores FoxO e NF-κB (87). O fator 
de transcrição Tfam também se encontra diminuído no músculo esquelético de animais 
caquéticos (38). Devido ao seu envolvimento na regulação do mtDNA, níveis baixos de 
Tfam sugerem um comprometimento da transcrição mitocondrial, o que afeta negativamente 
os processos de biogénese (11). A função da PGC-1β é a de regular a fusão mitocondrial, 
controlando a expressão das mitofusinas 1 e 2 (Mfn1 e Mfn2) e optic atrophy 1 (Opa1) (88), 
essenciais para o ótimo funcionamento deste processo. Em situações de caquexia associada 
ao cancro, os níveis de mRNA da Mfn1 parecem estar diminuídos (89). No entanto, em 
relação ao Mfn2 os resultados são contraditórios, tendo-se verificado um aumento dos níveis 
de mRNA de Mfn2 no músculo extensor longo em ratos inoculados com AH-130 Yoshida 
(73) e uma diminuição significativa da expressão da proteína Mfn2 no músculo 
gastrocnemius de ratos Apc+/- (15). 
A manutenção da homeostasia mitocondrial também requer a remoção das 
mitocôndrias disfuncionais através de um processo denominado mitofagia. O objetivo desta 
via é manter a integridade da célula, promovendo a eliminação de mitocôndrias disfuncionais 
que, caso contrário, seriam nocivas para a célula (90). Este processo está intimamente 
associado à dinâmica mitocondrial (91). A mitofagia é desencadeada pela interação de 
moléculas específicas da membrana mitocondrial externa com moléculas da membrana do 
autofagossoma (88,91), sendo que os intermediários-chave deste processo são as proteínas 
PTEN-induced putative kinase 1 (PINK1) e Parkin (88,92). A mitofagia e a fissão 
mitocondrial são processos complementares em que a fissão fornece os substratos 
necessários à degradação lisossomal que se verifica na mitofagia. De uma forma geral, várias 
evidências indicam que o aumento de fissão e mitofagia contribuem para o fenótipo de 
caquexia associada ao cancro (11,15,23,88,91). No entanto, a fissão mitocondrial é mais 
prevalente nos estadios mais avançados da caquexia (15). 
 Ao nível molecular, modelos animais de caquexia associada ao cancro demonstram 
um aumento da expressão de genes relacionados com a autofagia (Atg’s) tais como Atg7, 
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Atg5, Bcl-2/adenovirus E1B interacting protein 3 (Bnip3) e microtubule-associated protein 
1 light chain 3 alpha (Map1lc3a) (89). A Atg7 é de particular relevância na via autofágica-
lisossomal, uma vez que a sua deleção resulta em atrofia do músculo esquelético, anomalias 
mitocondriais e desorganização ao nível dos sarcómeros (93). Por sua vez, o aumento de 
Atg5 no músculo atrofiado é acompanhado de um aumento na proteína de fissão 
mitocondrial 1 (Fis1), reguladora de processos de fissão mitocondrial (94). A Bnip3 está 
implicada nos processos de apoptose e mitofagia, sendo que a sua translocação para a 
mitocôndria destabiliza o potencial da membrana. A influência de Map1lc3a e de Atg5 como 
reguladores da autofagia foi recentemente descrita no contexto da atrofia muscular (11,94). 
A proteína microtubule-associated protein 1 light chain 3 isoform b (LC3B) existe em duas 
isoformas, a LC3BI no citosol e a sua derivada proteolítica LC3BII na membrana do 
autofagossoma (95). A LC3B é inicialmente processada a LC3BI pela Atg4, uma protease 
de cisteína, deixando um resíduo de glicina exposto para uma posterior conjugação com 
fosfatidiletanolamina (PE), dando origem à LC3BII. Após a fusão do autofagossoma com o 
lisossoma, esta proteína é degradada (96). Para além destes reguladores, as vias que 
controlam o turnover proteico FoxO e Akt-mTOR (ver Figura 2) também potenciam a 
mitofagia no músculo esquelético (41). Certos parâmetros morfológicos, tais como o 
swelling e a redução do número de cristas, têm sido sido observados no músculo esquelético 
de animais com caquexia, indicando disfunção mitocondrial (73). A manutenção do balanço 
biogénese-mitofagia torna-se, portanto, essencial na manutenção da homeostasia 
mitocondrial e celular, na remoção de mitocôndrias disfuncionais e nocivas para o ambiente 
celular, e na síntese de mitocôndrias de novo de acordo com as necessidades bioenergéticas 
da célula (8). 
 
 
3. O exercício físico como estratégia terapêutica para a caquexia 
associada ao cancro 
 
No sentido de contrariar a adaptação muscular que se verifica na caquexia associada 
ao cancro, várias abordagens terapêuticas, farmacológicas e/ou não-farmacológicas têm sido 
usadas, mas com eficácia limitada (26). No contexto das abordagens não-farmacológicas, a 
prática de exercício físico tem sido recomendada para prevenir e/ou tratar a caquexia 
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associada ao cancro (25,45,97). O exercício físico parece contribuir para a manutenção da 
massa muscular através de vários mecanismos, nomeadamente através da modulação dos 
níveis de citocinas inflamatórias, da redução do stresse oxidativo, do aumento da síntese 
proteica, diminuição da proteólise e modulação da plasticidade mitocondrial (21). 
O exercício físico exerce um efeito anti-inflamatório através do aumento dos níveis 
da citocina anti-inflamatória IL-10, que por sua vez inibe a produção de IL-1α, IL-1β e TNF-
α (98,99). O rácio IL-10/TNF-α é de particular relevância, uma vez que a prática de exercício 
parece estar associada ao seu aumento e, consequentemente, a um efeito anti-inflamatório 
(100). Esta resposta anti-inflamatória poderá atenuar o processo de atrofia muscular, 
tornando o exercício físico uma medida a adotar em pacientes que sofrem de caquexia (22). 
Em termos gerais, o exercício físico pode ser classificado como exercício de reduzida 
tensão mecânica e longa duração (ERTMLD), também conhecido como exercício de 
endurance, e exercício de elevada tensão mecânica e curta duração (EETMCD), também 
conhecido por exercício de resistência (101). O ERTMLD estimula maioritariamente a 
biogénese mitocondrial e respiração aeróbia, enquanto que o EETMCD aumenta a massa e 
força musculares, estimulando a hipertrofia (102). A prática de exercício físico desencadeia 
uma resposta metabólica e estrutural no músculo esquelético, esquematizada na Figura 5, 
induzindo adaptações altamente específicas e dependentes de cada tipo de exercício, da sua 








Figura 5: Efeitos do exercício físico nas vias de sinalização responsáveis pela caquexia associada 
ao cancro. A presença de ROS e citocinas inflamatórias estimula várias vias de sinalização 
responsáveis pela proteólise no músculo, nomeadamente a via ubiquitina-proteassoma e a autofagia, 
para além de suprimir a atividade de síntese proteica da via Akt-mTOR. A miostatina é também 
responsável por intensificar a transcrição de atrogenes e inibir a ativação das células satélite. A 
prática de exercício físico, no entanto, contribui para atenuar as vias proteolíticas, estabilizando e até 
intensificando a síntese proteica. O seu efeito é verificado ao nível da inibição da via da miostatina, 
ao nível da estimulação da via da IGF-1, contribuindo para um aumento da síntese proteica, e na 
indução da PGC-1α e PGC-1α4, que estimulam a via Akt-mTOR e diminuem assim o estado 
catabólico no músculo (adaptado de (26)). 
Figura elaborada com base no Servier Medical Art (http://www.servier.com/Powerpoint-image-bank). 
 
A prática de EETMCD estimula maioritariamente a síntese proteica no músculo 
esquelético, nomeadamente das proteínas miofibrilares actina e miosina, promovendo um 
aumento na área da secção transversal das fibras musculares esqueléticas e hipertrofia 
muscular (103). Este facto deve-se em parte ao aumento da expressão da IGF-1, um dos 
reguladores da hipertofia muscular que se encontra aumentada após 48h da última sessão de 
EETMCD (104). Por sua vez, a IGF-1 induz a expressão seletiva da via Akt-mTOR, 
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contrariando a perda de massa muscular observada em pacientes oncológicos. Tem sido 
sugerido um aumento da força muscular em cerca de 41%, um aumento da massa muscular 
em aproximadamente 1% e, consequentemente, uma melhor aptidão física (19). Tem sido 
também sugerida uma remodelação das fibras musculares para um fenótipo 
progressivamente mais oxidativo, em particular advindo da prática de ERTMLD, através do 
aumento do conteúdo mitocondrial e capilarização muscular (105). No entanto, os estudos 
que avaliam os benefícios do EETMCD são ainda limitados, comparativamente aos estudos 
sobre o efeito do ERTMLD (26). 
O ERTMLD aumenta a atividade de enzimas antioxidantes tais como superóxido 
dismutase, glutationa peroxidase e catalase, protegendo o músculo esquelético contra danos 
oxidativos provocados por ROS (106). O ERTMLD regula os processos relacionados com o 
turnover mitocondrial, aumentando ou mantendo o conteúdo mitocondrial no músculo 
esquelético. Este tipo de exercício estimula a funcionalidade mitocondrial e o aumento da 
biogénese mitocondrial no músculo esquelético (21). Assim, estas alterações são importantes 
porque estão em contraste das alterações que ocorrem na caquexia associada ao cancro. O 
exercício físico induz um aumento da atividade da OXPHOS, tendo sido observado um 
aumento na atividade do complexo II (succinato desidrogenase), assim como um aumento 
na atividade do complexo IV (citocromo c oxidase). Tem sido também sugerido um aumento 
mais acentuado da atividade do complexo II nas mitocôndrias SS em comparação com as 
mitocôndrias IMF, sugerindo que as primeiras se adaptam com mais facilidade e rapidez ao 
exercício físico de longa duração (18). 
O exercício físico induz um aumento da expressão da PGC-1α, com consequente 
supressão de FoxO, miostatina e atrogenes (24,87). A expressão dos genes de NRF-1, NRF-
2 e Tfam no músculo esquelético também aumenta com o ERTMLD, contribuindo para a 
eficácia dos processos de biogénese mitocondrial (107). A prática de ERTMLD é também 
suficiente para aumentar a expressão de Mfn1, Mfn2 e a fosforilação da proteína relacionada 
com a dinamina 1 (Drp1) (108), proteínas que regulam a fusão mitocondrial (82). Por outro 
lado, os níveis de mRNA de Drp1 e Mfn2 encontram-se diminuídos em ratos sujeitos a 3 
semanas de inatividade física dos membros inferiores (109). O impacto do exercício físico 
na mitofagia no músculo esquelético só agora começa a ser estudado. Algumas evidências 
sugerem que a prática de ERTLMD induz a mitofagia através da indução da expressão das 
proteínas Atg6 e Atg7 (21) e LC3BII, Drp1, Parkin e Bnip3 (110). A prática de exercício 
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físico representa uma intervenção promissora na caquexia associada ao cancro. No entanto, 
por vezes existem limitações na implementação do programa de exercício físico em doentes 
oncológicos, nomeadamente na definição da duração, modo e intensidade de exercício 



































































A caquexia associada ao cancro caracteriza-se pela perda de peso excessiva e 
involuntária, comprometendo a qualidade de vida do paciente oncológico. Esta síndrome 
está associada a um acentuado catabolismo muscular esquelético devido à inflamação 
sistémica proeminente, com impacto na homeostasia e no balanço energético no músculo 
esquelético. Assim, no sentido de estudar o potencial efeito terapêutico do ERTMLD na 
plasticidade mitocondrial do músculo esquelético na caquexia associada ao cancro, foi usado 
um modelo animal de carcinoma urotelial submetido a 13 semanas de exercício físico. Neste 
sentido, o presente trabalho teve como objetivos específicos: 
 
i. Caracterizar a resposta animal à exposição ao agente carcinogénico N-butyl-
N-(4-hydroxybutyl)-nitrosamine (BBN) e/ou exercício físico; 
 
ii. Avaliar o impacto da caquexia associada ao cancro e/ou do exercício físico 
nas alterações morfológicas do músculo esquelético; 
 
iii. Compreender o impacto da caquexia associada ao cancro e/ou do exercício 
físico na plasticidade mitocondrial do músculo esquelético, dando ênfase aos 



















































O carcinogénico N-butyl-N-(4-hydroxybutyl)-nitrosamine (BBN) foi obtido da 
Sigma Chemical Co. (Madrid, Espanha). Os anticorpos mouse monoclonal anti-Bnip3 
(ab10433), rabbit policlonal anti-LC3B (ab48394), rabbit policlonal anti-PGC-1α 
(ab54481), rabbit policlonal anti-GAPDH (ab9485) e mouse monoclonal anti-ATPB 
(ab14730) foram adquiridos da Abcam (Cambridge, UK). MitoProfile® Total OXPHOS 
Coktail Western blotting kit rabbit (ab110413) foi adquirido da Abcam (Cambridge, UK). 
Rabbit policlonal anti-mtTFA (sc-28200) foi adquirido da Santa Cruz, INC (CA, USA). 




2. Procedimento experimental 
 
No sentido de concretizar os objetivos propostos para este estudo delineou-se o 
desenho experimental apresentado na Figura 6, onde estão descritos os grupos experimentais  
bem como a abordagem metodológica utilizada que se encontra descrita com maior 





Figura 6: Visão geral do procedimento experimental efetuado no presente estudo. Os animais foram 
divididos em 4 grupos experimentais: Cont+Sed, BBN+Sed, Cont+Ex e BBN+Ex, tendo sido 
induzido cancro urotelial nos animais dos grupos BBN através do consumo de água contendo o 
agente carcinogénico BBN durante 20 semanas. Após a indução do carcinoma urotelial os animais 
dos grupos Ex foram submetidos a um protocolo de exercício durante 13 semanas. 
 
 
2.1 Protocolo animal 
 
O protocolo animal envolveu 40 ratos Wistar machos, provenientes  dos laboratórios 
de Harlan (Barcelona, Espanha). Durante o protocolo experimental, os animais foram 
colocados em gaiolas, em grupos de 4, num ambiente controlado, temperatura constante de 
22±2 ºC, humidade relativa de 60±5%, num ciclo diário de 12 horas dia-noite, com acesso 
ad libitum a comida (dieta padrão de laboratório 4RF21® (Mucedola, Itália)) e a água. Após 
uma semana de aclimatização, os animais foram divididos aleatoriamente em 4 grupos 
experimentais: Controlos Sedentários (Cont+Sed, n=9), Controlos Exercitados (Cont+Ex, 
n=7), com Carcinoma Urotelial Sedentários (BBN+Sed, n=12) e com Carcinoma Urotelial 
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Exercitados (BBN+Ex, n=12). Todos os procedimentos experimentais foram aprovados pela 
Comissão de Ética para Experimentação Animal, Direção Geral de Alimentação e 




2.2 Indução de cancro urotelial e protocolo de exercício físico 
 
Em dois grupos de animais foi induzido carcinoma urotelial (BBN+Sed e BBN+Ex) 
por exposição a BBN na água, durante um período de 20 semanas. De forma a averiguar o 
efeito terapêutico do exercício físico, dois grupos de animais (Cont+Ex e BBN+Ex) 
realizaram um programa de treino de endurance (ERTMLD) em tapete rolante (Treadmill 
Control LE 8710, Harvard Apparatus, USA) a partir da semana 20, quando já são expectáveis 
lesões uroteliais (111). Nas primeiras duas semanas, a duração e intensidade do treino 
aumentou gradualmente até 1 h/dia, 5 dias/semana, a uma velocidade de 20 m/min, programa 
que foi mantido durante 13 semanas. No final do protocolo os animais foram eutanizados 
por administração intraperiotoneal de quetamina/xilazina (ImaIgen® e Rompun®, 
respetivamente), e recolheram-se amostras de sangue total. Todos os tumores foram 
contabilizados e removidos para análise histológica. O músculo gastrocnemius foi recolhido, 
pesado e armazenado a -80 ºC para posterior análise bioquímica. Secções de músculo 
gastrocnemius foram imediatamente preparadas para análise histológica.  
 
 
3. Análise de parâmetros bioquímicos no soro 
 
O sangue foi recolhido para tubos secos e centrifugado a 5000 g durante 10 minutos, 
tendo sido armazenado a -80 ºC para posteriores análises. No soro obtido analisaram-se os 
parâmetros albumina, triglicerídeos (TG), proteína total, colesterol, glucose e atividades da 
alanina transaminase (ALAT), fosfatase alcalina (ALP), creatina cinase (CK) e aspartato 
aminotransaminase (ASAT). As análises foram feitas em duplicado, num autoanalisador 




4. Análise histológica do músculo gastrocnemius 
 
 
4.1 Preparação da amostra 
 
Pequenos pedaços cúbicos de músculo gastrocnemius foram imersos numa solução 
fixadora de paraformaldeído 4% (v/v) em tampão PBS 0,1 M pH 7,2 durante 20 horas a 4 
ºC. Após as lavagens com tampão PBS 0,1 M pH 7,2, as secções de tecido foram desidratadas 
com soluções de etanol com concentrações crescentes (70%-100%) durante 60 minutos à 
temperatura ambiente. Foram então diafinizadas com xileno durante 1 hora e impregnadas 
em parafina, utilizando numa primeira fase soluções de xileno:parafina em diferentes 
proporções e, numa segunda fase, parafina pura. 
Secções semi-finas (5 µm) foram obtidas por corte dos blocos de tecidos num 
micrótomo manual (Leica RM 2125). Estes cortes foram distendidos em banho-maria (38 
ºC) e colocados em lâminas para microscopia ótica. Na Figura 7 encontra-se um esquema 
geral do procedimento seguido no presente estudo. 
 
 
Figura 7: Protocolo de processamento de amostras em parafina para microscopia ótica. 
 
Uma vez montados nas lâminas, os cortes foram colocados numa estufa a 25 ºC 
overnight, para secar e melhorar a fixação. Em seguida, as lâminas foram desparafinizadas 
utilizando xileno e hidratadas com soluções de etanol com concentrações decrescentes 
(100%-75%) e posteriormente água. Os cortes foram corados com a coloração de 
Hematoxilina-Eosina (H&E) e coloração de Picrosirius Red, cujos passos experimentais se 









4.2 Coloração por Hematoxilina-Eosina 
 
Após as amostras terem sido desparafinizadas e hidratadas, foram coradas durante 
aproximadamente 8 minutos com corante Hematoxilina, seguido de uma lavagem com água 
corrente por 5 minutos, e 5 minutos no corante Eosina. Os cortes permaneceram 5 minutos 
nos álcoois 95% e 100 %, respetivamente, e por último foram emergidos em xileno durante 
5 minutos. Para a montagem das lâminas foi utilizado meio de montagem contendo distireno, 
fosfato de tricresilo e xileno (DPX). A análise histológica dos cortes transversais de 
gastrocnemius foi realizada utilizando um microscópio ótico (Axio Imager A1, Carl Zeiss; 
Alemanha) com câmara fotográfica acoplada (AxioCam MRc5, Carl Zeiss; Alemanha), onde 
se obtiveram fotografias na objectiva de 40x. As imagens foram analisadas com o software 
ImageJ v1.50i (Domínio público). Foram analisadas 988 ± 305 fibras musculares por grupo. 
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4.3 Coloração por Picrosirius Red 
 
Após a desparafinização e hidratação, os cortes de músculo gastrocnemius foram 
corados com Picrosirius Red de acordo com o método descrito por Sweat et al. (112). A 
técnica de Picrosirius Red cora o colagénio a vermelho e o tecido muscular a amarelo. 
Efetuou-se a incubação em 0,1% de Picrosirius Red dissolvido em ácido pícrico aquoso 
saturado, durante 1 hora e 30 minutos. Os cortes foram depois imergidos em 0,5% de ácido 
acético, desidratados com etanol e lavados em xileno. Para a montagem das lâminas foi 
utilizado DPX. A análise histológica foi realizada utilizando um microscópio ótico (Axio 
Imager A1, Carl Zeiss; Alemanha) com câmara fotográfica acoplada (AxioCam MRc5, Carl 
Zeiss; Alemanha), onde se obtiveram fotografias na objectiva de 40x. As imagens foram 
analisadas com o software Image-Pro Plus v6.0.0.260 (Media Cybernetics, Inc.) pela 
quantificação da área percentual de colagénio (vermelha) por tecido muscular (amarelo). 
 
 
5. Isolamento de mitocôndrias do músculo esquelético 
 
O isolamento de mitocôndrias do músculo gastrocnemius foi realizado usando o 
método convencional de centrifugação diferencial. Todos os procedimentos de isolamento 
de mitocôndrias foram realizados a uma temperatura entre os 0 ºC e os 4 ºC. 
Os músculos gastrocnemius foram colocados num meio de isolamento contendo 20 
mM MOPS, 1 mM EGTA, 110 mM KCl e 2 mM PMSF pH 7,5 com 0,1% BSA fat-free. O 
tecido foi cortado em pequenas porções, limpo e ressuspendido numa solução gelada de meio 
de isolamento contendo tripsina na concentração de 0,25 mg de enzima por cada grama de 
tecido durante 20 minutos a 4 ºC. De seguida, o tecido foi cuidadosamente homogeneizado 
com o Potter-Elvehjem da Teflon. A suspensão foi incubada durante 1 minuto no gelo e 
novamente homogeneizada. De seguida, centrifugou-se o homogeneizado a 14500 g durante 
10 minutos a 4 ºC para remover a protease tripsina e o pellet resultante foi ressuspendido 
novamente em meio de isolamento antes de se centrifugar a suspensão obtida a 750 g durante 
10 minutos a 4 ºC, tendo sido retirada uma alíquota para posteriores análises bioquímicas. O 
sobrenadante resultante foi centifugado a 12500 g durante 10 minutos a 4 ºC. O sobrenadante 
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foi decantado e o pellet resultante foi delicadamente ressuspendido em meio de lavagem 
contendo 250 mM de sacarose, 10 mM de HEPES, pH 7,4. 
 
 
6. Determinação da concentração de proteína total 
 
A determinação da concentração de proteína total presente nos homogeneizados de 
músculo gastrocnemius e na fracção mitocondrial foi efetuada com o método colorimétrico 
“RC DC Protein Assay” da Bio-Rad. Este método baseia-se numa modificação do protocolo 
de Lowry et al. (113), permitindo a quantificação de proteína na presença de agentes 
redutores e detergentes. Os valores de densidade ótica foram determinados a 750 nm num 
espectrofotómetro (Labsystems iEMS Reader MF). Simultaneamente, foi efetuada uma 
curva de calibração utilizando-se para o efeito padrões de albumina sérica bovina (BSA) 
com diferentes concentrações. 
 
 
7. Determinação da atividade do complexo V da cadeia respiratória 
mitocondrial 
 
A atividade da ATP sintase (complexo V) foi determinada de acordo com Simon et 
al. (114).  As mitocôndrias foram incubadas num tampão de reação (10 mM de Tris-HCl, 3 
mM de MgCl2, 0,2 M de KCl pH 8,4) com ou sem oligomicina durante 2 minutos após o que 
se adicionou 0,1 M de ATP pH 7,0 durante 30 segundos. A reação foi parada pela adição de 
3 M de TCA. Após centrifugação a 9000 g durante 10 minutos a 4 ºC retirou-se o 
sobrenadante e incubou-se com uma solução teste (3,3 g de molibdato de amónio, 4 g de 
sulfato ferroso em 500 mL de 0,37 M de ácido sulfúrico) durante 15 minutos. Paralelamente 
foram preparados padrões de fosfato inorgânico para a realização de uma curva padrão 
utilizada para determinar a quantidade de fosfato libertado pela hidrólise do ATP.  Mediu-






8. Análise da expressão proteica por Western blotting 
 
Um determinado volume de amostra (homogeneizado total ou extrato mitocondrial) 
correspondente a 30 μg de proteína foi diluído 1:2 em tampão de redução (0,5 M Tris-HCl, 
pH 6,8; 10% SDS (m/v); 20% glicerol (v/v); 10 mM β-mercaptoetanol; 0,05% azul de 
bromofenol (m/v)) e incubado a 100 ºC durante 5 minutos. Amostras reduzidas e 
desnaturadas de cada um dos grupos experimentais foram aplicadas em géis de SDS-PAGE 
12,5%, preparado segundo Laemmli (115). Após a separação, as proteínas foram transferidas 
para uma membrana de nitrocelulose (Whatman®, Protan®) por electroblotting a 200 mA 
durante 2h em tampão de transferência (25 mM Tris, 192 mM glicina, pH 8,3 e 20% 
metanol). Após a transferência, as membranas foram coradas com Ponceau S para controlo 
da proteína aplicada e transferida, lavadas com água destilada, e posteriormente bloqueadas 
com 5% (m/v) de leite magro em pó em tampão Tris-salino-Tween (TBS-T; 100 mM Tris 
pH 8,0; 1,5 mM NaCl; 0,5% Tween 20) durante 1h à temperatura ambiente, de forma a evitar 
a ligação não específica do anticorpo. Posteriormente, as membranas foram incubadas com 
uma solução de anticorpo primário diluído em solução de bloqueamento específico para a 
OXPHOS (ab110413, 1:1000), mtTFA (sc-28200, 1:1000), Bnip3 (ab10433, 1:1000), LC3B 
(ab48394, 1:1000), PGC-1α (ab54481, 1:2000), ATPB (ab14730, 1:1000), GAPDH 
(ab9485, 1:1000) e Sirt3 (#2627, 1:1000), tendo permanecido em agitação overnight à 
temperatura de 4 ºC. Após 3 lavagens de 10 minutos com TBS-T, as membranas foram 
incubadas com uma solução de anticorpo secundário anti-rabbit ou anti-mouse, contendo a 
enzima Horseradish peroxidase (HRP), diluídas 1:5000 em solução de bloqueamento 
durante 1h à temperatura ambiente. Após novas lavagens com TBS-T, as membranas foram 
expostas ao substrato enzimático (Clarity Western ECL Substrate, Bio-Rad, USA) e 
digitalizadas no sistema ChemiDoc (Bio-Rad, USA). A intensidade das bandas foi 
determinda utilizando o software ImageLab v4.1 (Bio-Rad Laboratories). As densidades 








9. Análise estatística 
 
Os resultados são apresentados como média ± desvio padrão para as variáveis de 
cada grupo experimental. O teste Kolmogorov-Smirnov foi usado para testar a normalidade 
dos dados. O teste Kruskal-Wallis seguido da aplicação do teste de Dunns foi usado para os 
dados com distribuição não-normal (área da secção transversal de fibras musculares, etc.). 
A análise de significância estatística das diferenças entre grupos experimentais para as 
variáveis com distribuição normal efetuou-se usando o teste de análise de variância 2-Way 
ANOVA seguido da aplicação do teste Tukey post-hoc de comparação múltipla. O nível de 
significância estabelecida foi de p < 0,05. Para a análise dos dados recorreu-se ao programa 


























































1. Caracterização da resposta animal à exposição ao BBN 
e/ou à prática de ERTMLD 
 
Todos os animais expostos ao agente carcinogénico desenvolveram carcinoma 
urotelial ao passo que os animais Controlo não revelaram nenhuma alteração histopatológica 
no urotélio (dados não apresentados). Pela análise da Tabela 1, pode-se observar que no final 
do protocolo experimental os animais do grupo BBN apresentaram um peso corporal 
significativamente menor, em aproximadamente 9%, comparativamente aos animais do 
grupo Controlo (Cont+Sed vs. BBN+Sed; p < 0,05). O programa de 13 semanas de 
ERTMLD não teve um impacto significativo no peso corporal dos animais com cancro 
(BBN+Sed vs. BBN+Ex). No entanto, a prática de ERTMLD nos animais saudáveis 
promoveu um aumento tendencial de peso corporal de 4% (Cont+Sed vs. Cont+Ex; p > 
0,05). A exposição ao BBN e/ou à prática de ERTMLD não promoveu alterações 
estatisticamente significativas na massa do músculo gastrocnemius, no entanto, a prática de 
ERTMLD promoveu um aumento estatisticamente significativo de aproximadamente 8% do 
rácio massa de gastrocnemius/peso corporal nos animais com cancro urotelial (Cont+Ex vs. 
BBN+Ex; p < 0,05). Não se observaram diferenças do rácio massa de gastrocnemius/peso 
corporal com a prática de ERTMLD nos animais saudáveis. 
 
Tabela 1: Caracterização dos animais dos quatro grupos experimentais em termos de peso corporal, 




Cont+Sed BBN+Sed Cont+Ex BBN+Ex 
Peso corporal (g) 484,80 ± 31,90 440,70 ± 22,44* 502,70 ± 11,87 426,10 ± 33,51¥¥¥¥ 
Massa de 
gastrocnemius (g) 
4,92 ± 0,46 4,66 ± 0,31 5,18 ± 0,53 4,86 ± 0,41 
Rácio massa de 
gastrocnemius/peso 
corporal (mg g-1) 
10,15 ± 0,68 10,57 ± 0,55 10,32 ± 1,20 11,42 ± 0,61¥ 
Os valores são expressos em média ± desvio padrão (*p < 0,05 vs. Cont+Sed; ¥p < 0,05 vs. Cont+Ex; 
¥¥¥¥p < 0,0001 vs. Cont+Ex). 
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As alterações de peso corporal e massa muscular promovidas pela exposição ao BBN 
e/ou à pratica de exercício físico foram acompanhadas por variações nos níveis de vários 
parâmetros bioquímicos séricos (Tabela 2). Os níveis de albumina e de proteína total, 
glucose e alanina transaminase (ALAT) encontram-se tendencialmente diminuídos nos 
animais do grupo BBN relativamente aos animais Controlo e a prática de exercício físico 
não promoveu alterações significativas nestes parâmetros. No entanto, a exposição ao BBN 
causou uma diminuição dos níveis séricos de colesterol e de creatina cinase (CK; Cont+Ex 
vs. BBN+Ex; p < 0,05) e de triglicerídeos (TG; Cont+Ex vs. BBN+Ex; p < 0,01), só 
estatisticamente significativo entre os animais exercitados. Assim, observou-se uma redução 
significativa dos níveis de colesterol, TG e CK nos animais do grupo BBN+Ex quando 
comparados com os animais do grupo Controlo em 45%, 58% e 45%, respetivamente. Os 
níveis de fosfatase alcalina (ALP) e aspartato aminotransaminase (ASAT) mostraram-se 
significativamente diminuídos no grupo BBN relativamente ao grupo Controlo (Cont+Sed 




Tabela 2: Efeitos da exposição ao BBN e/ou ao ERTMLD nos parâmetros bioquímicos do soro dos 
quatro grupos experimentais. 
Os valores são expressos em média ± desvio padrão (*p < 0,05 vs. Cont+Sed; **p < 0,01 vs. Cont+Sed; 





Cont+Sed BBN+Sed Cont+Ex BBN+Ex 
Albumina (g L-1) 25,79 ± 2,82 19,29 ± 4,15 26,71 ± 6,47 20,06 ± 8,54 
Proteína total (g L-1) 39,54 ± 4,66 29,64 ± 6,95 42,64 ± 10,17 30,28 ± 12,99 
Colesterol (mg dL-1) 40,39 ± 7,69 38,92 ± 13,09 55,16 ± 26,26 30,55 ± 12,78¥ 
Glucose (mg dL-1) 127,8 ± 27,69 101,34 ± 30,24 163,59 ± 73,43 101,72 ± 67,63 
TG (mg dL-1) 84,05 ± 35,85 75,41 ± 29,41 100,69 ± 31,54 42,12 ± 14,71¥¥ 
ALP (U L-1) 54,04 ± 27,15 23,56 ± 8,60** 37,60 ± 14,57 35,79 ± 18,20 
CK (U L-1) 536,0 ± 187,0 339,38 ± 237,24 754,49 ± 248,53 413,46 ± 232,06¥ 
ASAT (U L-1) 122,1 ± 71,23 47,41 ± 12,46* 107,06 ± 44,59 84,67 ± 44,71 
ALAT (U L-1) 45,73 ± 26,81 26,53 ± 7,99 44,21 ± 16,89 31,81 ± 12,06 
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2. Caracterização morfológica do músculo gastrocnemius 
em resposta à exposição ao BBN e/ou à prática de 
ERTMLD 
 
No sentido de estudar o efeito da exposição ao BBN e/ou à prática de ERTMLD na 
área da secção transversal (CSA) do músculo gastrocnemius, lâminas contendo secções 
transversais de músculo foram coradas com Hematoxilina-Eosina, sendo posteriormente 
analisadas recorrendo ao software ImageJ v1.50i (Domínio público). A análise morfométrica 
do músculo gastrocnemius (Figura 9) revelou uma diminuição estatisticamente significativa 
da CSA em 7% nos animais BBN+Sed (1530 ± 670 µm2 BBN+Sed vs. 1651 ± 683 µm2 
Cont+Sed; p < 0,0001) e de 10% nos animais BBN+Ex (1555 ± 577 µm2 BBN+Ex vs. 1727 
± 624 µm2 Cont+Ex;  p < 0,0001). Nos animais saudáveis, a prática de exercício físico (13 
semanas) promoveu um aumento estatisticamente significativo de aproximadamente 4% da 
CSA do músculo (1727 ± 624 µm2 Cont+Ex vs. 1651 ± 683 µm2 Cont+Sed; p < 0,05). 
 
A       B 
Cont+Sed          BBN+Sed 
     
               Cont+Ex                       BBN+Ex 
     
 
Figura 9: Efeito da exposição ao BBN e/ou à prática de exercício físico na área da secção transversal 
do músculo gastrocnemius. Em (A) as fotografias da avaliação histológica com a coloração de 
Hematoxilina-Eosina, fotografadas com a ampliação de 400x, e em (B) a quantificação da CSA para 
todos os grupos experimentais. Foram analisadas 988 ± 305 fibras por grupo. Os valores são 





 Paralelamente também foi avaliada a fibrose intersticial no músculo gastrocnemius 
em resposta à exposição ao BBN e/ou à prática de exercício físico através da coloração de 
Picrosirius Red, que permite avaliar a distribuição das fibras de colagénio (coradas a 
vermelho) e das células musculares (coradas a amarelo). As fotografias foram analisadas 
recorrendo ao software Image-Pro Plus v6.0.0.260 (Media Cybernetics, Inc.). O nível de 
fibrose numa dada amostra foi determinado pelo rácio entre a percentagem de colagénio e a 
percentagem de miócitos (Figura 10). A análise dos dados obtidos revelou que a exposição 
ao BBN causou um aumento estatisticamente significativo da fibrose em 29% quando 
comparados com os animais sedentários  (0,1476 ± 0,0426 BBN+Sed vs. 0,1139 ± 0,0495 
Cont+Sed; p < 0,05). O treino de exercício físico atenuou o aumento da fibrose induzida pela 
exposição ao BBN em 30% (0,1021 ± 0,0393 BBN+Ex vs. 0,1476 ± 0,0426 BBN+Sed; p < 
0,001). 
 
A       B 
 
               Cont+Sed                      BBN+Sed 
     
               Cont+Ex                       BBN+Ex 
     
 
Figura 10: Efeito da exposição ao BBN e/ou à prática de exercício físico nos níveis de fibrose 
intersticial do músculo gastrocnemius. Em (A) fotografias da avaliação histológica com coloração 
de Picrosirius Red, fotografadas com a ampliação de 400x, e em (B) a quantificação da fibrose 
intersticial para todos os grupos experimentais. Os valores são expressos em média ± desvio padrão 






3. Remodelação metabólica do músculo gastrocnemius em 
resposta à exposição ao BBN e/ou à prática de 
ERTMLD 
 
Com o objetivo de caracterizar o efeito da exposição ao BBN e/ou à prática de 
ERTMLD na remodelação metabólica do músculo gastrocnemius, determinou-se a 
expressão mitocondrial de ATP sintase subunidade β (ATPB), enzima da cadeia respiratória 
localizada na membrana interna mitocondrial, responsável pela síntese de ATP, nos extratos 
mitocondrial e no homogeneizado total. Além disso, os níveis de gliceraldeído 3-fosfato 
desidrogenase (GAPDH) muscular, uma enzima chave da glicólise, foram determinados por 
Western blotting. A exposição ao BBN causou uma diminuição estatisticamente 
significativa dos níveis de ATPB mitocondrial tanto nos animais sedentários como nos 
exercitados (Figura 11A, BBN+Sed vs. Cont+Sed; p < 0,05; BBN+Ex vs. Cont+Ex; p < 
0,01). A quantificação espetofotométrica da atividade do complexo V (Figura 11B) revelou 
uma diminuição com a exposição ao BBN nos animais sedentários, embora sem significado 
estatístico. No entanto, a prática de exercício físico reverteu esta tendência, tendo sido 
observado um aumento estatisticamente significativo da atividade da ATP sintase nos 
animais BBN exercitados (BBN+Ex vs. BBN+Sed; p < 0,01). Relativamente aos níveis de 
ATPB (Figura 11C) e de GAPDH (Figura 11D) musculares, não se observaram diferenças 
estatitisticamente significativas entre os grupos experimentais e consequentemente no rácio 
ATPB/GAPDH (Figura 11E), embora a prática de ERTMLD tenha sido responsável por um 




Figura 11: Efeito da exposição ao BBN e/ou à prática de ERTMLD na expressão mitocondrial da 
subunidade β da ATP sintase avaliada por Western blotting (A), atividade da ATP sintase na 
mitocôndria avaliada por espetofotometria (B), expressão da subunidade β da ATP sintase no 
músculo total (C) e expressão da GAPDH no músculo total (D) avaliadas por Western blotting e do 
rácio ATPB/GAPDH (E). Imagens representativas dos immunoblots são apresentadas acima dos 
respetivos gráficos. Os valores são expressos em média ± desvio padrão (*p < 0,05; **p < 0,01). 
 
 
 Paralelamente, analisaram-se subunidades do sistema de fosforilação oxidativa 
usando o kit Mitoprofile® Total OXPHOS Coktail (Figura 12), tendo-se verificado que a 
exposição ao BBN causou uma diminuição nos níveis das subunidades dos complexos I e II 
(BBN+Sed vs. Cont+Sed, Figuras 12F e 12E, respetivamente) e não teve qualquer efeito nos 
níveis das outras subunidades dos complexos analisados. A prática de ERTMLD reverteu 
este efeito, promovendo um aumento dos níveis de NDUF88 (complexo I) e de SDH8 
(complexo II) na mitocôndria do músculo gastrocnemius dos animais expostos ao BBN 
(BBN+Ex vs. BBN+Sed; p < 0,01 e BBN+Ex vs. BBN+Sed; p < 0,05, respetivamente). Os 
níveis das subunidades NDUF88 do complexo I e SDH8 do complexo II aumentaram 
aproximadamente 37,45% e 15,13%, respetivamente, nos animais BBN+Ex quando 





Figura 12: Efeito da exposição ao BBN e/ou à prática de ERTMLD na expressão das subunidades 
OXPHOS nas mitocôndrias do músculo gastrocnemius de todos os animais dos grupos 
experimentais. Em (A) encontra-se o perfil immunoblot representativo. A análise semi-quantitativa 
das subunidades OXPHOS complexo V, CV-ATP5A (B), complexo III, CIII-UQCRC2 (C), 
complexo IV, CIV-MTC01 (D), complexo II, CII-SDH8 (E) e complexo I, CI-NDUF88 (F). Os 
valores são expressos em média ± desvio padrão (*p < 0,05; **p < 0,01). 
 
 
4. Impacto da exposição ao BBN e/ou à prática de 
ERTMLD na biogénese mitocondrial 
 
O efeito da exposição ao BBN e/ou à prática de ERTMLD na biogénese mitocondrial 
foi avaliada através da expressão das proteínas PGC-1α,  no músculo gastrocnemius, e Tfam 
na mitocôndria por Western blotting. Como se pode constatar pela análise da Figura 13A, os 
níveis de PGC-1α não foram modulados pela exposição ao BBN, apesar de se observar uma 
tendência para uma diminuição da sua expressão. No entanto, os níveis de PGC-1α (Figura 
13A) foram modulados pelo exercício físico tanto nos animais saudáveis como nos animais 
expostos ao BBN, tendo promovido um aumento estatisticamente significativo (Cont+Sed 
vs. Cont+Ex; p < 0,05; BBN+Sed vs. BBN+Ex; p < 0,01). Por sua vez, os níveis de Tfam 
(Figura 13B) foram modulados pela exposição ao BBN, tendo-se observado uma redução 
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estatisticamente significativa entre os animais sedentários (Cont+Sed vs. BBN+Sed; p < 
0,01). A prática de ERTMLD reverteu este efeito, promovendo um aumento estatisticamente 
significativo (BBN+Ex vs. BBN+Sed; p < 0,01). Observou-se ainda que a prática de 
ERTMLD promoveu um aumento nos níveis da Sirt3, responsável pela regulação da 
desacetilação da PGC-1α, nos animais Controlo (Cont+Sed vs. Cont+Ex; p < 0,01), e os seus 
níveis diminuiram significativamente aquando da exposição ao BBN nos animais 
exercitados (Cont+Ex vs. BBN+Ex; p < 0,001). 
 
 
Figura 13: Efeito da exposição ao BBN e/ou à prática de ERTMLD nos níveis de PGC-1α do 
músculo total (A), Tfam mitocondrial (B) e Sirt3 mitocondrial (C). Imagens representativas dos 
immunoblots são apresentados acima dos respetivos gráficos. Os valores são expressos em média ± 
desvio padrão (*p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001). 
 
 
5. Impacto da exposição ao BBN e/ou à prática de 
ERTMLD na (auto)mitofagia  
 
De modo a estudar o efeito da exposição ao BBN e/ou à prática de ERTMLD na 
ativação da autofagia, avaliou-se a expressão muscular e mitocondrial de LC3B, proteína 
usada como marcador da formação de autofagossomas. Pela análise da Figura 14 podemos 
verificar que nem os níveis de LC3BI nem de LC3BII  foram modulados pela exposição ao 
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BBN e/ou prática de exercício físico. Curiosamente, verificou-se uma diminuição 
significativa do rácio LC3BII/LC3BI no músculo (Figura 14B) promovido pela exposição 
ao BBN, nos animais sedentários (Cont+Sed vs. BBN+Sed; p < 0,001). Uma vez que a 
autofagia é também importante para remover organelos disfuncionais como mitocôndrias, 
avaliamos ainda a expressão de Bnip3 (Figura 14E). A proteína Bnip3 está envolvida na 
regulação da mitofagia. Os resultados obtidos não revelaram nenhuma alteração 
estatisticamente significativa nos níveis de Bnip3 nos animais do grupo BBN. No entanto, a 
prática de ERTMLD promoveu um aumento estatisticamente significativo nos níveis de 
Bnip3 nos animais saudáveis (Cont+Sed vs. Cont+Ex; p < 0,01). Observou-se ainda uma 
pequena tendência para um aumento dos níveis de Bnip3 nos animais BBN exercitados 




Figura 14: Efeito da exposição ao BBN e/ou à prática de ERTMLD nos níveis de LC3BI e LC3BII 
musculares (A), rácio LC3BII/LC3BI muscular (B), níveis de LC3BI e LC3BII mitocondriais (C), 
rácio LC3BII/LC3BI mitocondrial (D) e Bnip3 mitocondrial (E). Imagens representativas dos 
immunoblots são apresentados acima dos respetivos gráficos. Os valores são expressos em média ± 



















































O carcinoma urotelial é uma das patologias mais prevalentes a nível mundial, 
ocupando o 11º lugar no tipo de cancro mais diagnosticado e constituindo o 14º tipo de 
cancro com maior número de óbitos associados, sendo mais incidente no sexo masculino 
(116). A suscetibilidade de desenvolver cancro urotelial depende de vários factores, sendo 
que o tabaco constitui um fator de risco elevado, tendo em conta que cerca de metade dos 
pacientes com carcinoma urotelial são fumadores (117). Apesar deste tipo de cancro não 
estar intimamente associado à caquexia, nos últimos anos tem-se verificado que a maioria 
dos pacientes com carcinoma urotelial em estadio avançado manifestam perda involuntária 
de peso corporal (38), estando associada a uma tolerância limitada aos tratamentos bem 
como a uma redução drástica da qualidade de vida e do tempo de sobrevida (39). A caquexia 
associada ao cancro continua a ser um grande desafio clínico, sendo responsável por cerca 
de 30% dos óbitos associados (35). Vários tratamentos têm sido propostos, mas  a natureza 
complexa e multifatorial da caquexia associada ao cancro dificulta o desenvolvimento de 
estratégias específicas e eficazes (8). 
Entre as terapias não-farmacológicas, a prática de exercício físico tem vindo a ser 
sugerida como uma abordagem viável, com potenciais efeitos benéficos para o paciente 
oncológico que evidencia maior suscetibilidade de desenvolver caquexia (15). De forma a 
caracterizar bioquimicamente a caquexia associada ao carcinoma urotelial e avaliar qual o 
impacto da prática de exercício físico na modulação desta síndrome, foi implementado um 
protocolo animal de carcinoma urotelial induzido quimicamente pela exposição ao BBN, 
sendo os animais submetidos a 13 semanas de exercício físico. Este modelo animal reflete 
um dos tumores malignos mais comuns do trato urinário humano, associados a fatores de 
risco químico como o tabaco (118). O BBN é um composto genotóxico com elevada 
atividade carcinogénica que, quando administrado na água para consumo animal é capaz de 
induzir tumores uroteliais morfologicamente semelhantes aos que se verificam em humanos 
(111). Estudos recentes elegeram este modelo animal para caracterizar as alterações 
morfológicas e bioquímicas subjacentes à caquexia e para desvendarem novas estratégias 
terapêuticas (17,38). 
Com a implementação deste modelo animal verificou-se que a exposição ao BBN 
induziu lesões uroteliais dentro de 20 semanas de exposição ao carcinogénico. Os animais 
46 
 
expostos ao BBN evidenciaram um decréscimo de peso corporal de 9% quando comparados 
com os animais saudáveis (Tabela 1), sugestivo de catabolismo muscular esquelético. Estes 
resultados suportam a presença de caquexia associada ao cancro (perda de peso corporal 
igual ou superior a 5% num período inferior a um ano), um valor que em humanos é visto 
como um sinal de caquexia ligeira a moderada de acordo com a CASCO (30). A prática de 
ERTMLD promoveu um aumento no rácio massa de gastrocnemius/peso corporal, 
sugerindo alterações nas propriedades musculares. 
A caquexia associada ao cancro está associada a uma inflamação sistémica 
generalizada, responsável pela indução da proteólise e lipólise, conduzindo à perda de massa 
muscular e tecido adiposo e, portanto, peso corporal (2,8,97). No presente estudo, uma 
diminuição tendencial da concentração de albumina nos animais do grupo BBN (Tabela 2) 
parece apoiar a presença de um perfil inflamatório e o desencadeamento de uma resposta 
hepática de fase aguda, apoiada por vários estudos (4,49,55). A albumina desempenha um 
papel fundamental na manutenção da pressão osmótica e prevenção de edema. Níveis 
reduzidos de albumina são consistentemente descritos em quase todas as condições 
catabólicas, incluindo caquexia (119–121). A presença de uma resposta hepática de fase 
aguda caracteriza-se por uma diminuição na produção de albumina em favor de proteínas de 
fase aguda, tais como a PCR e fibrinogénio, originando uma desregulação nas vias de 
síntese/degradação proteicas (97). A hiperlipidemia subjacente à caquexia surge de uma 
redução na atividade da lipoproteína lipase (LPL), diminuindo a capacidade dos adipócitos 
em extrair triglicerídeos da corrente sanguínea (122). Contudo, os dados obtidos no presente 
estudo não apoiam o quadro de hiperlipidemia habitualmente descrito na caquexia associada 
ao cancro (97), uma vez que os níveis de TG não se alteram com a exposição ao BBN (Tabela 
2). No entanto, o fenótipo catabólico presente na caquexia associada ao carcinoma urotelial 
nem sempre é acompanhado por alterações significativas na lipólise (123). A diminuição dos 
níveis séricos de ALP e ASAT nos animais expostos ao BBN também foi observada. Tem 
sido sugerido que níveis elevados de ALP estão associados a uma diminuição da sobrevida 
dos pacientes oncológicos (124,125). A hipercolesterolemia é frequentemente detetada em 
cancro, possivelmente devido a uma desregulação no controlo por feedback da enzima-chave 
da síntese de colesterol, a HMG-CoA reductase (126). Apesar disso verificou-se uma 
diminuição tendencial dos níveis de colesterol quando comparado com os animais saudáveis, 
como descrito num estudo recente onde foi estudado o mesmo modelo animal (38). 
47 
 
A perda de peso corporal observada nos animais BBN foi acompanhada por 
alterações morfológicas no músculo gastrocnemius (Figuras 9 e 10). Nos animais expostos 
ao BBN verificou-se uma redução da CSA das fibras (Figura 9), bem como um aumento da 
fibrose muscular (Figura 10), sugestivos de disfunção muscular subjacente à caquexia 
associada ao cancro, caracterizada por fraqueza e fadiga musculares (30,78). Estes dados 
corroboram os resultados descritos em estudos anteriores (17,29,38,49,127). Ao contrário 
do esperado, a prática de exercício físico não foi capaz de reverter a redução da CSA das 
fibras nos animais BBN, ao contrário do descrito num estudo anterior (29). No entanto, nos 
animais saudáveis observou-se um aumento da CSA das fibras (Figura 9) promovido pela 
prática de exercício físico. Este aumento da CSA induzido pela prática de exercício físico 
está em concordância com estudos anteriores (27,29,49), que relacionam a hipertrofia 
observada com um aumento da sinalização da via de síntese proteica Akt-mTOR. Por outro 
lado, a prática de exercício físico foi capaz de atenuar a fibrose muscular (Figura 10) 
induzida pela exposição ao BBN, à semelhança do descrito noutro estudo (27). Estes dados 
são indicativos do efeito anti-inflamatório do exercício físico que parece estar intimamente 
relacionado com a inibição de citocinas pro-inflamatórias tais como TWEAK (27). TWEAK 
é uma citocina que parece induzir atrofia muscular, disfunção contráctil e fibrose intersticial, 
atuando através da via NF-κB (64). A prática de exercício físico parece atenuar os níveis 
desta citocina, contribuindo não só para uma menor percentagem de fibrose como também 
uma reposição da CSA (27,128). 
As alterações morfológicas observadas no músculo gastrocnemius foram também 
acompanhadas por alterações na plasticidade mitocondrial, um organelo regulador do 
turnover proteico muscular (15,129). A mitocôndria parece ser responsável pelo 
desequilíbrio energético em situações de elevada proteólise muscular, como se verifica na 
caquexia associada ao cancro (2,8,10,12). No entanto, os mecanismos moleculares 
localizados na mitocôndria não têm sido amplamente estudados. Os dados obtidos são 
indicativos de uma diminuição na capacidade de produção de ATP no músculo 
gastrocnemius de animais expostos ao BBN, tendo em conta a redução nos níveis de ATPB 
mitocondrial (Figura 11A), assim como uma diminuição (embora não significativa) da 
atividade da ATP sintase no grupo animal sedentário (Figura 11B). Estas alterações 
funcionais foram previamente relacionadas com alterações na morfologia mitocondrial, 
nomeadamente o swelling, que parece ser indicativo de um comprometimento na 
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fosforilação oxidativa e síntese de ATP (78). Em linha com os dados obtidos, estudos 
anteriores também relacionaram a exposição ao BBN com uma redução nos níveis de ATPB 
mitocondrial (17,38). A prática de ERTMLD durante 13 semanas não provocou alterações 
significativas nos níveis de ATPB (Figura 11C) nem nos níveis de GAPDH (Figura 11D) 
musculares em animais expostos ao BBN. Esta observação surge em contraste com o 
descrito recentemente num modelo animal de cancro da mama submetido a exercício em 
tapete durante 35 semanas, onde se observou um aumento dos níveis de ATPB nos animais 
exercitados, conduzindo a um aumento do rácio ATPB/GAPDH nestes grupos (29). 
Paralelamente, apesar de se ter verificado uma redução da expressão de subunidades dos 
complexos do sistema de fosforilação oxidativa mitocondrial subjacente à caquexia 
associada ao cancro, o que está de acordo com estudos anteriores (15,23,29,72,119), só a 
expressão das subunidades NDUF88 do complexo I e SDH8 do complexo II da OXPHOS 
(Figuras 12F e 12E, respetivamente) apresentaram uma redução significativa nos animais 
expostos ao BBN. Estes resultados apoiam a perda de capacidade oxidativa verificada em 
quadros clínicos de caquexia associada ao cancro (9,12,40). A prática de ERTMLD 
promoveu o aumento da expressão das subunidades NDUF88 do complexo I (Figura 12F) e 
SDH8 do complexo II (Figura 12E), assim como o aumento da atividade da ATP sintase 
(Figura 11B) entre animais expostos ao BBN que praticaram exercício, indicando um 
aumento da capacidade oxidativa. 
O fenótipo do músculo esquelético subjacente à caquexia associada ao cancro é 
caracterizado pela diminuição do número de mitocôndrias (8,73) e pela redução da expressão 
de fatores reguladores envolvidos na biogénese mitocondrial (15,23). A biogénese 
mitocondrial é controlada pela PGC-1α, funcionando como co-ativadora de um número de 
fatores de transcrição responsáveis pela coordenação dos processos de replicação do mtDNA 
(entre os quais Tfam) e indução das vias de síntese proteicas (130). A exposição ao BBN 
teve impacto na biogénese mitocondrial, evidenciado pela diminuição dos níveis de PGC-
1α, embora não significativa, bem como um decréscimo nos níveis de Tfam entre os animais 
sedentários. Níveis reduzidos de PGC-1α subjacentes à caquexia têm sido descritos na 
literatura, tanto em músculos oxidativos (soleus), como em músculos mistos 
(gastrocnemius) (15,23). Modelos animais PGC-1α knockout exibem conteúdo mitocondrial 
reduzido, disfunção ao nível do sistema de controlo de qualidade mitocondrial e um aumento 
de suscetibilidade à apoptose (131). Os nossos dados corroboram os resultados de outros 
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estudos (38,41) em que a expressão de Tfam se encontra diminuída no músculo 
gastrocnemius de animais caquéticos. Devido ao seu envolvimento na manutenção do DNA 
(8), a redução dos níveis de Tfam sugere um comprometimento da transcrição mitocondrial, 
uma etapa fulcral na biogénese mitocondrial (132). Os nossos resultados evidenciaram 
também que 13 semanas de exercício físico modularam os marcadores de biogénese 
mitocondrial, nomeadamente a PGC-1α que aumentou nos animais saudáveis e nos animais 
com cancro (Figura 13A) e Tfam, que registou um aumento significativo nos animais com 
cancro (Figura 13B). A prática de apenas 4 semanas de corrida em tapete rolante parece ser 
suficiente para induzir o aumento dos níveis de PGC-1α no músculo esquelético (133). Um 
estudo recente verificou que a indução de caquexia através da sobre-expressão de IL-6 em 
modelos de ratos Apc+/- foi suficiente para induzir a expressão de PGC-1α após 12 semanas 
de treino moderado (15). O treino de exercício em tapete rolante tem sido capaz de induzir 
a expressão de PGC-1α em condições de perda de massa muscular (29,41). Apesar dos 
mecanismos pelos quais a exposição ao BBN e/ou a prática de exercício físico coordenam 
estes eventos de controlo de qualidade no músculo esquelético permanecerem pouco claros, 
várias hipóteses sugerem que podem estar relacionados com alterações no conteúdo e/ou 
atividade de proteínas que são essenciais no controlo de modificações pós-traducionais de 
outras proteínas, através de (des)fosforilações, (de)metilações e (des)acetilações. Um 
exemplo é a Sirt3, uma desacetilase mitocondrial envolvida no controlo de múltiplos 
processos metabólicos, nomeadamente na modulação da PGC-1α, desacetilando-a em 
múltiplos resíduos de lisina e ativando-a (85), que se encontra aumentada com a prática de 
exercício físico (Figura 13C). A redução dos níveis de Sirt3 que se verificaram com a 
exposição ao BBN em animais exercitados parecem ser responsáveis, pelo menos em parte, 
pelo decréscimo paralelo que se verificou na expressão de PGC-1α (Figura 13A). 
Consequentemente, Samant et al. (134) referiu que a Sirt3 promove a função mitocondrial 
não só por regular a atividade de enzimas metabólicas mas também por regular a dinâmica 
mitocondrial. 
O presente estudo teve também como objetivo verificar se a (auto)mitofagia é 
modulada no músculo gastrocnemius de animais expostos ao BBN e/ou à prática de 
exercício físico. Alguns dados suportam a hipótese de que a autofagia está associada à perda 
de massa muscular esquelética em vários modelos de caquexia associada ao cancro 
(95,135,136). Neste estudo avaliamos a expressão de LC3B, marcador amplamente usado 
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para avaliar a formação de autofagossomas. Avaliamos ainda a expressão das isoformas 
LC3BI, que reside no citosol, e a LC3BII, que está intimamente ligada à membrana do 
autofagossoma e resulta da conjugação de LC3BI com PE (95). Curiosamente, os nossos 
resultados evidenciaram que a expressão de LC3BI e LC3BII não é modulada pela exposição 
ao carcinogénico e/ou exercício físico (Figura 14). Estes resultados claramente diferem dos 
encontrados por Aversa et al. (95) que demonstram um aumento nos níveis de LC3BII em 
biópsias do músculo abdominal de pacientes com caquexia associada ao cancro, enquanto 
que os níveis de LC3BI permanecem inalterados. A quantificação da LC3BII é normalmente 
utilizada para estimar a abundância de autofagossomas. A conversão de LC3BI em LC3BII 
impulsiona a ativação da autofagia e um rácio LC3BII/LC3BI elevado pode ser sugestivo de 
um aumento no número de autofagossomas ou comprometimento do turnover dos mesmos 
(137). Os nossos resultados evidenciaram uma diminuição do rácio LC3BII/LC3BI no 
músculo total de animais sedentários expostos ao BBN (Figura 14B), o que poderá indicar 
um comprometimento ao nível da autofagia. Estes resultados não corroboram com os dados 
de outro grupo de investigação (28) que demonstraram um aumento no rácio LC3BII/LC3BI 
em modelos animais de carcinoma do cólon (C26). O protocolo de exercício físico 
terapêutico não modulou os níveis de LC3B, ao contrário do observado num outro estudo 
por White et al. (15) em que a indução de caquexia através da sobre-expressão de IL-6 em 
modelos de ratos Apc+/- foi suficiente para aumentar a expressão de LC3B, tendo esta 
diminuído em 28% após 12 semanas de treino moderado. 
A mitofagia é uma forma seletiva de autofagia que desempenha um papel importante 
na remoção de mitocôndrias disfuncionais e regula o turnover e a abundância mitocondrial 
de acordo com as necessidades metabólicas (91,138). O comprometimento da mitofagia é 
nefasto para a homeostasia do músculo esquelético e resulta na acumulação de mitocôndrias 
disfuncionais (41). Assim, avaliámos a expressão de Bnip3, uma proteína envolvida na 
regulação da mitofagia (41,138). Os resultados obtidos não revelaram diferenças 
estatisticamente significativas na expressão de Bnip3 nos animais expostos ao BBN (Figura 
14E), apesar de se observar uma tendência para aumentar nos animais caquéticos que 
efetuaram exercício físico. A prática de ERTMLD promoveu um aumento da expressão de 
Bnip3 nos animais saudáveis, evidenciando um aumento da mitofagia, tal como sugerido em 
estudos anteriores (133,137). A Bnip3 parece interagir com a LC3BII, sendo modulada pela 
fosforilação de resíduos de serina/treonina, e está associada a processos de mitofagia, através 
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do efeito disruptor que parece exercer no potencial das membranas mitocondriais (11). De 
forma a melhor integrar os resultados obtidos neste trabalho, na Figura 15 encontram-se 
representadas as principais alterações no músculo gastrocnemius e mitocôndria promovidos 




Figura 15: Visão geral dos resultados obtidos no estudo presente, promovidos pela exposição animal 
ao BBN e/ou à prática de exercício físico terapêutico. Duas setas (↑↑) indicam que ocorreu uma 
variação estatisticamente significativa em determinado parâmetro. Uma seta (↑) indica que ocorreu 
variação sem significado estatístico. A vermelho encontram-se os parâmetros alterados com a 
exposição ao BBN e a verde os parâmetros afetados pela prática de ERTMLD. 
















































No sentido de avaliar a influência do carcinoma urotelial e/ou da prática de exercício 
físico terapêutico na plasticidade mitocondrial subjacente à caquexia associada ao cancro, 
foi implementado um protocolo animal de carcinoma urotelial induzido quimicamente, 
posteriormente submetido a 13 semanas de ERTMLD. Os resultados obtidos permitem 
concluir: 
 
i. A exposição ao agente carcinogénico BBN provocou uma perda de peso corporal 
acentuada, sugerindo a presença de caquexia neste modelo animal. O protocolo 
de exercício implementado não foi capaz de contrariar significativamente esta 
perda de peso. 
 
ii. A indução do carcinoma urotelial promoveu uma diminuição da CSA do músculo 
gastrocnemius e aumento de fibrose muscular, que foram atenuadas com 13 
semanas de ERTMLD. 
 
iii. O carcinoma urotelial promoveu um comprometimento mitocondrial no músculo 
gastrocnemius, manifestado por uma diminuição da expressão de ATPB e das 
subunidades NDUF88 e SDH8 da OXPHOS, bem como uma redução da 
atividade da ATP sintase, paralelamente a uma diminuição da biogénese 
mitocondrial (PGC-1α, Tfam), sem impacto aparente na (auto)mitofagia. A 
prática de ERTMLD atenuou a redução da ATP sintase, a diminuição dos níveis 
das subunidades dos complexos I e II da OXPHOS, promovendo o aumento dos 
marcadores de biogénese mitocondrial (PGC-1α, Tfam e Sirt3) e mitofagia 
(Bnip3). 
 
Assim, os resultados obtidos no presente estudo sugerem que a caquexia associada 
ao carcinoma urotelial está relacionada com a disfunção do músculo gastrocnemius, dado 
pelas alterações morfológicas do músculo esquelético, bem como por uma remodelação ao 
nível mitocondrial, caracterizada por uma diminuição da funcionalidade e da biogénese 
mitocondrial. Dos nossos resultados ressaltam o efeito benéfico do exercício físico na 
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reversão da disfunção muscular esquelética subjacente à caquexia associada ao carcinoma 
urotelial por atenuar a fibrose muscular e a redução da CSA, bem como por aumentar a 
biogénese mitocondrial. 
As evidências moleculares obtidas no presente estudo suportam a recomendação da 
prática de exercício físico a pacientes oncológicos, com vista a reverter a caquexia associada 
ao cancro. Estudos futuros serão importantes para alargar o conhecimento dos mecanismos 
moleculares modulados pela caquexia associada ao cancro e por diferentes programas de 
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